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RESUMEN 
 
La alpaca (Lama pacos) constituye el principal medio de subsistencia para 
un vasto sector de la población alto andina en países como Argentina, Chile, 
Ecuador, Bolivia y Perú, a través del comercio de su fibra, carne, energía de 
trabajo  y otros derivados. En la mayoría de los casos la crianza de alpaca carece 
de innovaciones tecnológicas y sigue siendo de tipo tradicional, por lo cual 
enfrenta problemas de diversa índole sobresaliendo la mortalidad de las crías y 
las bajas tasas de natalidad debido a la mortalidad embrionaria. Todo esto no 
permite una adecuada selección de machos reproductores y resulta en un gran 
problema para el productor alpaquero. 
En el presente estudio, se evaluó a la ciclina A1 (CCNA1) cuya expresión 
ha sido reportada casi exclusivamente en testículos de otros animales incluyendo 
el hombre y se le atribuye una función crítica en el control del ciclo celular durante 
la espermatogénesis. Se evaluó la expresión del mRNA de CCNA1, mediante RT-
qPCR, en testículos de alpacas provenientes del Camal Municipal de 
Huancavelica en edad fértil (n = 35). Estos resultados fueron correlacionados con 
parámetros fisiológicos evaluados in vitro.  
Se encontró expresión de mRNA de CCNA1 en testículos de alpacas con 
regiones conservadas a nivel nucleotídico. A diferencia de lo que sucede en 
humanos y otros animales, el mRNA de CCNA1 mostró una baja, pero 
significativa asociación, con la concentración espermática (p<0.05).  
 
Palabras clave: alpaca, CCNA1, espermatogénesis, fertilidad, testículo. 
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ABSTRACT 
 
The alpaca (Lama pacos) is the main source of income for a major part of 
the high Andean population in countries like: Argentina, Chile, Ecuador, Bolivia 
and Peru. This is done through commerce of fiber (valued worldwide), meat, labor 
work and other derived products. Generally speaking, the alpaca’s traditional 
breeding habit is caused by lack of technological innovation during their growth. 
For this reason, there are several problems due to embryonic mortality as pup 
mortality and a low birth rate. This does not allow a suitable selection of breeding 
male alpacas which is a serious problem for the alpaca breeder. 
 
In the present study, the expression of the cyclin A1 (CCNA1) is evaluated, 
it is a gene which was shown to be expressed almost exclusively in humans and 
others animals’ testis. This gene was detected by using RT-qPCR, and the 
expression of CCNA1 was measured in sexually mature alpaca testis from “Camal 
Municipal de Huancavelica” (n = 35). These results were correlated with 
physiological parameters which in turn were evaluated in vitro.  
In testes of alpacas was found CCNA1 mRNA expression with conserved 
nucleotide sequence of highly conserved region. In contrast to others animals, 
CCNA1 mRNA showed significant but low association with sperm concentration 
(p<0.05). 
 
Key words: alpaca, CCNA1, spermatogenesis, fertility, testis. 
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GLOSARIO 
 
A260  Absorbancia a 260nm 
A280  Absorbancia a 280nm 
DNA   Deoxyribonucleic acid 
cDNA  Complementary DNA 
RNA    Ribonucleic acid 
mRNA Messenger RNA 
CCNA1 ciclina A1 
Cdks  Cyclin-dependent kinases 
cm3   centímetros cúbicos 
CSA   Camélidos sudamericanos 
E-E-jn Exon-Exon junctions 
g  gramos 
IPBM  Instituto Peruano de Biología Molecular 
IVF      in vitro fertilization 
kg  Kilogramos 
km  Kilómetros 
m2  Metros cuadrados 
MPF  Mitosis-promoting factor or M-Phase-promoting factor 
ml  Mililitro 
msnm Metros sobre el nivel del mar. 
nm  Nanómetros 
NTC  No template control 
pb  Pares de bases 
PCR       Polymerase chain reaction 
RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
RT-qPCR  Real-time quantitative reverse transcriptase 
UTR   Untranslated region 
µg  Microgramos 
µl  Microlitros 
µM  Micromolar
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La ganadería de los camélidos sudamericanos (CSA) constituye una de las 
actividades productivas y económicas más importante de la zona altoandina 
(Ministerio de Agricultura del Perú, 2008). En Sur América se encuentran más 
del 90% de alpacas (Figura 01), de las cuales unos 3.06 millones se 
encuentran en el Perú (Brown, 2000) (Tabla 01). En las zonas altas del Perú, 
hogar de más de 1,000 comunidades de Apurímac, Arequipa, Ayacucho, 
Cuzco, Huancavelica, Junín, Lima y Puno (Figura 02); donde la agricultura y 
ganadería común no son viables, la crianza de CSA constituye el único medio 
de subsistencia de las familias campesinas (CONACS, 2007), además de 
otras que se benefician indirectamente de ella (Ministerio de Economía del 
Perú, 2004). La crianza de CSA les representa del 70 al 80% del ingreso 
familiar anual (Ministerio de Agricultura del Perú, 2008) y son usadas 
principalmente por su fibra, sin embargo cobran importancia socio-económica 
por el aprovechamiento de su carne y productos derivados como el cuero 
(Escobar, 1984; Sumar, 1983) (Tabla 02). 
Las alpacas (Lama pacos) (Rodríguez et al., 2004) son rumiantes que 
pertenecen a la familia de los camélidos, del orden artiodáctilo (Figura 03). 
Existen dos variedades o razas de alpaca, que reciben nombres de Huacaya 
y Suri (Figura 04). Se estima que el tipo Huacaya constituye cerca del 90% de 
la alpaca producida. Normalmente, hay tipos intermedios debido al 
cruzamiento, dado que ambas variedades se hallan por lo general en un 
mismo rebaño (FAO, 1981). Tiene una vida productiva de aproximadamente 
14 años, quedando aptos a partir de los dos o tres años con capacidad 
reproductiva y solo pueden ser usados para copular con hembras entre los 
meses de Diciembre a Marzo (FAO, 1977), la gestación dura once meses y 
medio produciendo una cría al año (Novoa, 1970).  
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Otro factor limitante en el desarrollo de la crianza de alpacas, es en la baja 
fertilidad con un porcentaje de preñez que va entre 40 – 60 % (Brown, 2000). 
Se estima que el 50% de la pérdida embrionaria ocurre durante el primer mes 
de embarazo por causas aún desconocidas (Fernández-Baca et al., 1970b, 
1970c; Quispe, 1996). Esto podría deberse debido a la pobre calidad de 
semen en comparación con otras especies domésticas (Flores et al., 2002).  
En los machos, la evaluación de las características seminales es uno de los 
métodos más simples de determinación indirecta de la fertilidad (Ax et al., 
2000). Sin embargo los CSA presentan características exclusivas en cuanto a 
su reproducción los hacen especies sui generis, por lo cual es necesario el 
uso de diversas técnicas de colección de semen (Pacheco y Joel, 2008). No 
obstante, no todos los ejemplares machos responden de forma eficiente a las 
diversas técnicas mencionadas debido a que los eyaculados obtenidos tienen 
baja concentración, baja movilidad, baja viabilidad y alto porcentaje de 
espermatozoides anormales en comparación con otras especies.  
Para optimizar la eficiencia reproductiva de la alpaca, es necesario conocer 
los parámetros de diagnóstico molecular y así discriminar de manera objetiva 
al ejemplar con una alta capacidad fecundante para ser usado como 
semental. Por ello es necesario establecer correlaciones entre características 
reproductivas y genéticas como la concentración espermática con la 
expresión génica de la ciclina A1 (CCNA1) y otros conjuntos de genes, para 
ayudarnos a establecer parámetros apropiados para la selección de machos 
reproductores.  
Es indiscutible la gran importancia económica de los camélidos 
sudamericanos, y en especial de las alpacas, para nuestros pobladores 
peruanos alto-andinos; por tanto, los estudios enfocados a encontrar 
potenciales marcadores de fertilidad y los estudios enfocados en la fisiología 
molecular reproductiva están completamente justificados y la información 
científica que se desprende de estas investigaciones será la base del 
desarrollo de programas nacionales de mejoramiento genético de los CSA. 
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2. ANTECEDENTES 
 
A la fecha no han sido estudiados muchos aspectos básicos de la fisiología 
reproductiva de los CSA, en especial en machos (Fernández-Baca, 1993). Sin 
embargo, existen numerosas investigaciones realizadas en humanos y otros 
animales, de las cuales se extrae un consenso general sobre la 
espermatogénesis y sus mecanismos moleculares. 
2.1. La espermatogénesis. 
La progresión de la espermatogénesis en mamíferos requiere un 
balance preciso entre la actividad del ciclo celular y la eliminación de las 
células gaméticas defectuosas para asegurar la continuidad de la especie.  
La espermatogénesis (Figura 05) empieza con las espermatogónias 
que se encuentran en los túbulos seminíferos, en el interior de los 
testículos formando parte de la población de células troncales que dará 
origen a los gametos haploides por medio de divisiones meióticas  
(Blanco-Rodríguez, 2006; Kierszenbaum, 2006), con posteriores 
modificaciones nucleares y citoplasmáticas que convertirán una célula 
esférica y diploide (74+XY en alpacas) en cuatro células haploides 
flageladas (37+X o 37+Y en alpacas), restableciendo de esta manera el 
número diploide característico de la progenie de la especie al unirse el 
espermatozoide con el ovulo (Di Berardino et al., 2006)  
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Figura 05. Esquema de las etapas de la espermatogénesis. Fuente: Imagen modificada 
de http://biologian2012.blogspot.com/2012/07/testiculos-y-esperamtozoides.html 
 
En la alpaca la espermatogénesis comienza alrededor de los 10 a 12 
meses siendo habitual a los dos años en adelante, el crecimiento 
testicular desacelera alcanzando un máximo a los tres años de edad, sin 
embargo se pueden encontrar machos fértiles desde seis meses de edad 
(Smith et al., 1994). Se considera un macho fértil cuando presenta tamaño 
testicular de 4 a 5 cm de largo y de 2.5 a 3 cm de ancho (Galloway, 2000). 
En general, la calidad espermática puede verse afectada por la edad o 
por alteraciones a distintos niveles de la espermatogénesis que conllevan 
a las anormalidades cromosómicas presentando en zigotos que no 
progresan en el desarrollo embrionario.   
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2.2. Genes y espermatogénesis en alpacas 
Aún falta por develar los mecanismos y moléculas que participan en 
la espermatogénesis en alpacas y si estas se han mantenido a través de 
la evolución en los mamíferos.  
Desde principios de los años noventa se han empezado a identificar 
genes que intervienen en la regulación de algunos de los pasos críticos 
de la espermatogénesis, entre ellos existen tres categorías de genes 
funcionales en la regulación de la espermatogénesis: El primer grupo 
incluye genes que se expresan específicamente en la línea germinal. El 
segundo grupo abarca genes esenciales para el desarrollo de las 
gónadas, cuya alteración produce secundariamente defectos de la 
Espermatogénesis. El tercer grupo es el de aquellos genes que tienen 
funciones conocidas en los tejidos somáticos y además en la línea 
germinal. Otros genes candidatos para explicar anomalías de 
espermatogénesis pertenecen a la familia de las ciclinas, que intervienen 
en la regulación del ciclo celular (Bassa, 2001).  
2.3. El ciclo celular y las ciclinas 
Los continuos ciclos celulares son coordinados y controlados por la 
acción en conjunto de proteínas llamadas “Quinasas dependientes de 
ciclina” (Cdks) y una familia heterogénea de proteínas llamadas “ciclinas” 
(proteínas citosólicas). Estas proteínas regulan fielmente la progresión del 
ciclo celular para asegurar una proliferación controlada (Bloom y Cross, 
2007). 
Las ciclinas están involucradas en la regulación del ciclo celular, 
activando la especificidad de las Cdks al unírseles, siendo regulada por 
síntesis y degradación proteica (Bloom y Cross, 2007). Recientes estudios 
en diversos organismos modelos (levaduras, anfibios, insectos, 
mamíferos, plantas), han mostrado que tales mecanismos se encuentran 
altamente conservados en la naturaleza y por lo tanto también sus 
componentes proteicos, tal como las ciclinas (Nieduszynski et al., 2002) y 
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Cdks (Liu J y Kipreos, 2000) que son proteínas importantes en la 
regulación de la mitosis y la meiosis (Wolgemuth et al., 2004), sintetizadas 
a partir de protooncogenes y trabajan en cooperación para regular el ciclo 
positivamente fosforilando serinas y treoninas de proteínas diana, para 
desencadenar procesos celulares controlando así, la progresión del ciclo 
celular eucariota (Figura 06). 
 
Figura 06. Expresión de diferentes ciclinas a lo largo del ciclo celular. Representación de 
los momentos de mayor expresión de las principales ciclinas a lo largo de la fase G1, 
fase de síntesis (S), fase G2 y la Mitosis (M). En color rojo se muestra la expresión de la 
ciclina D, en color verde la expresión de la ciclina E, en color azul la expresión de la 
ciclina A y en lila la expresión de la ciclina D. Fuente: Imágenes modificadas de 
http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/index.php?title=2010_Lecture_15 ; 
http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclin-dependent_kinase_complex 
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2.4. La ciclina A1 (CCNA1) 
Al principio se identificó la “ciclina A2”, que es expresada en casi todos los 
tejidos adultos, pero no en los estadios meioticos de los testículos. Ésta 
ciclina participa (in vitro) durante las fases G1-S y G2-M. Se une y activa a 
las quinasas Cdk1 y Csk2 (Sweeney et al., 1996; Ravnik y Wolgemuth, 
1999; Wolgemuth et al., 2004). 
Hace varios años se identificó un nuevo gen, la ciclina A1 en mamífero y 
existen reportes sobre su actividad involucrada en la producción de 
espermatozoides. La expresión de este gen se intensifica en individuos 
machos con elevada producción espermática y es casi imperceptible en 
individuos infértiles (Yang et al., 1997; Nieduszynski et al., 2002).  
En testículos adultos de ratón la expresión de CCNA1 se encontró 
restringida a espermatocitos del paquiteno tardío y a los espermatocitos 
diploténicos, mientras ciclina A2 es expresada en espermatogonias y 
espermatocitos pre-leptoténicos (Ravnik y Wolgemuth, et al., 1999).  
En humanos el gen de la CCNA1 está localizado en el cromosoma 
13q12.3-q13 (Yang et al., 1997) y está compuesto por 9 exones y 8 
intrones que se forman alrededor de unos 13 kb (Figura 07). Su mRNA 
tiene alrededor de 2.1kb; codificante desde la posición 130 al 1,527 pb 
(Yang et al., 1997). El promotor de la CCNA1 no posee caja TATA, 
mientras que la región orientada hacia el extremo 5’ de la región de inicio 
transcripcional contiene 4 cajas GC, con múltiples sitios de unión a Sp1 
(factor de transcripción humano implicado en la expresión génica que 
tiene lugar durante el desarrollo temprano de un organismo), importantes 
en la regulación de la expresión de la CCNA1 (Müller et al., 1999). 
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Figura 07. Estructura del gen de la ciclina A1 (CCNA1) de Homo sapiens. Los exones 
están representados por rectángulos negros y los intrones por líneas negras. Fuente: 
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/CCNA1ID949ch13q13.html 
 
La CCNA1 en el hombre presenta tres variantes: “isoforma a” con 
una longitud de 465 aminoácidos (aa) (NCBI Reference Sequence: 
NP_003905.1), “isoforma b”: 464 aa (NCBI Reference Sequence: 
NP_001104515.1) e “isoforma c” con 421 aa NCBI (Reference Sequence: 
NP_001104516.1).  
Estudios mutacionales de las secuencias de ciclinas han identificado 
que todas comparten homología altamente conservada en un dominio o 
caja llamada “cyclin box”, la cual es una región requerida para unirse a la 
región N-terminal de las Cdks para activarlas (Nugent et al., 1991; Lees y 
Harlow, 1993; Noble et al., 1997; Humphrey y Brooks, 2005; Brunet, 2006) 
(Figura 08 y 09). 
 
 
Figura 08. Esquema de la proteína de la CCNA1. Fuente: 
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/CCNA1ID949ch13q13.html 
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Figura 09. Comparación esquemática de las secuencias de aminoácidos de las tipo 
ciclinas B. Siete secuencias son mostradas a escala, la línea negra horizontal indica el 
largo de la secuencia. Las cajas alineadas que cubren una región de 220 aminoácidos 
(de 150 a 370 aminoácidos en la ciclina B1 de H. sapiens; contiene las regiones de 6 a 
11) son llamadas “cyclin box”. Las cajas marcadas 1 a 5 y 12 indican otras regiones 
homólogas (imagen modificada de Nugent et al., 1999). Fuente: Tataje, 2010. 
 
La ciclina A1 y A2 de ratón comparten aminoácidos en un 42%, sin 
embargo conservan una similaridad del 84% en sus dos cajas 
conservadas (cyclin box) (Sweeney et al., 1996). La similaridad de 
expresión entre la CCNA1 humana y de ratón fue confirmada a través de 
modelos transgénicos (Müller et al., 2000). 
CCNA1 ha demostrado ser esencial para la fertilidad del macho y es 
expresada en altos niveles en la fase G2 durante la primera división 
meiótica, tanto en espermatocitos paquitenos y diplotenos (Sweeny et al., 
1996; Yang et al., 1997; Liu D et al., 1998, 2000; Ravnik y Wolgemuth, et 
al., 1999; Müller et al., 2000, 2001, 2003, 2004; Schrader et al., 2002a; 
Wolgemuth et al., 2002; Ortega et al., 2003; Van der Meer et al., 2004, 
Diederichs et al., 2004; Mu et al., 2004; Lele et al, 2004, Salazar et al., 
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2005). Ésta elevada expresión es esencial en la meiosis por su unión a 
Cdk2, lo cual se ha estudiado en diversos organismos como ratones 
knock-out (Liu D et al., 1998; 2000), Xenopus y células humanas (Yang et 
al., 1997;  Müller et al., 2000; Schrader et al., 2002a; Wolgemuth et al., 
2002).  
La ciclina A1 es detectable en otras células solamente en 
condiciones patológicas, tales como en casos de leucemia en humanos 
(Müller et al., 2000) o en roedores cuya sobre expresión conduce a 
leucemias (Liao et al., 2001). 
La inactivación experimental del gen CCNA1 en ratones knock-out 
demostró que la deficiencia de este gen produjo ratones infértiles por 
bloqueo de la espermatogénesis antes de la primera división meiótica, 
pero con fenotipo aparentemente normal. Este estancamiento de la 
meiosis fue asociado con el incremento de células germinales en la 
apoptosis y en la reducción de la activación de la  quinasa de Cdc2 al final 
de la profase meiótica (Liu D et al., 1998).  
La expresión de mRNA de ciclina A1 fue medida por RT-qPCR en 
tejido testicular de pacientes con variada etiología fértil e infértil lo cual se 
correlacionó con los desórdenes y trastornos gaméticos espermáticos. 
Finalmente los autores afirmaron que la CCNA1 puede ser útil para 
diagnóstico molecular complemento del estudio histopatológico para 
evaluar la fertilidad en humanos (Schrader et al., 2002a, 2002b).  
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. Hipótesis 
Si la ciclina A1 se expresa en el tejido testicular de alpaca, esta 
expresión estaría en relación directa a la concentración espermática. 
3.2. Objetivo general 
Evaluar la presencia de ciclina A1 (CCNA1), cuantificar su expresión 
en tejido testicular de alpaca (Lama pacos) y correlacionar los resultados 
con la concentración espermática. 
3.3. Objetivos específicos 
• Colectar biopsias testiculares de alpacas en edad fértil. 
• Evaluar diversos parámetros fisiológicos de las muestras analizadas. 
• Diseñar primers capaces de amplificar parte del gen de la ciclina A1 en 
alpaca. 
• Confirmar la presencia del mRNA de la ciclina A1 en alpaca. 
• Diseñar primers específicos exon-exon junctions (E-E-jn) para amplificar 
el mRNA de la ciclina A1. 
• Cuantificar relativamente la expresión de la ciclina A1 con respecto a un 
housekeeping adecuado. 
• Correlacionar la expresión relativa de la ciclina A1 con los resultados 
fisiológicos de las muestras en estudio. 
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4.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
A continuación se muestra un esquema general de la metodología 
experimental realizada durante el presente trabajo (Figura 10) 
 
Concentración 
Espermática
Movilidad
Vitalidad
Integridad de 
membrana
Secuenciamiento y 
Análisis bioinformático
Estandarización de la 
técnica de PCR
Diseño de Primers y 
Análisis Bioinformático
Síntesis de la cDNA
(RT-PCR)
Análisis Estadístico y 
Correlación de 
Resultados
Alpacas
(Colecta de muestras)
Cuantificación Relativa 
por RealTime PCR
Disección de Tejidos
Extracción y 
cuantificación de RNA 
total
Aislamiento de 
Espermatozoides
Transporte de biopsias 
medulares de Testículos 
en Nitrógeno Líquido.
Extracción de 
epidídimos
Transporte de 
testículos sumergidos 
en PBS a 4°C.
 
Figura 10. Esquema de la metodología experimental 
 
4.1. Muestreo 
Se consideraron para este estudio 35 alpacas macho beneficiadas en el 
Camal Municipal de Huancavelica (Figura 11). Estos ejemplares eran 
sexualmente maduros de raza Huacaya, con edad mínima de 4 años por 
determinación de desarrollos dentarios. Las alpacas eran de diversas 
variedades (colores) y de edad fértil, y en buen estado sanitario lo cual fue 
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corroborado por el veterinario de turno del Camal Municipal de 
Huancavelica. 
 
   
Figura 11. Frontis y exteriores del Camal Municipal de Huancavelica. Fuente: Fotos del 
proyecto. 
 
El “Camal Municipal de Huancavelica” fue construido para dar solución al 
problema del camal informal y para satisfacer las necesidades que se tiene 
en la industrialización de la carne mediante una infraestructura moderna y 
funcional. Está ubicado en el sector: Totoral Anexo de Callqui Chico. A 3,680 
msnm. Abarca un área aproximada de 10,000.00 m2 distribuidos en zonas 
de Beneficio e industrialización de derivados cárnicos, siendo: Zona de 
abastecimiento, Área de Beneficio, Conservación en frío, Zona de 
Comercialización, Zona de Energía, Zona de Servicios generales, Zona de 
Tratamiento de Aguas residuales y Zona Administrativa (Figura 12). 
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A)  
B)  
Figura 12. Interiores del Camal Municipal de Huancavelica. A) Zona de abastecimiento: Se 
aprecian alpacas, ovejas y llamas esperando a ser beneficiadas. B)  Área de Beneficio para 
Camélidos: Se aprecian alpacas beneficiadas y despellejadas, ese es el momento cuando 
se colectan los testículos con colaboración de los trabajadores del camal. Fuente: Fotos del 
proyecto. 
 
En el camal, se retiraron ambos testículos del animal sacrificado. Uno de 
los testículos se mantuvo integro con su epidídimo correspondiente, fue 
colocado en recipientes de 100 ml, sumergido en suero fisiológico y rodeado 
de geles pack refrigerantes a 4 ºC para su inmediato trasporte al Laboratorio 
de Fisiología de la Reproducción Animal de la Universidad Nacional Mayor 
de San Marcos (LFRA-UNMSM), en Lima (Figura 13).  
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Figura 13. Transporte de testículos y ovarios íntegros. Testículos y Ovarios sumergidos en 
PBS y mantenidos a 4ªC para su trasporte hacia el LFRA-UNMSM para las 
correspondientes pruebas fisiológicas. Fuente: Fotos del proyecto. 
 
Al otro testículo se le realizaron medidas y pesaje in situ, se procedió 
realizar una biopsia de médula testicular de 1 cm3 usando previamente agua 
tratada con Diethylpyrocarbonate (DEPC) como inhibidor de RNasas. Dichas 
muestras se conservaron en crioviales debidamente rotulados y sumergidos 
en nitrógeno líquido (NL) para su traslado hacia Lima (Figura 14).  
 
   
Figura 14.  Estación de trabajo para colecta de muestras in situ. 
Fuente: Fotos del proyecto. 
 
4.2. Evaluación espermática 
Se realizó en el LFRA-UNMSM, dentro de las primeras 24 horas de 
colectada la muestra, siguiendo lineamientos basados en las nomas 
estipuladas por la OMS (WHO, 2010). Se tomaron en cuenta cuatro 
parámetros reproductivos: concentración, vitalidad, motilidad e integridad de 
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membrana. Al llegar al laboratorio, las gónadas fueron lavadas en Buffer 
fosfato salino (PBS) a 4 °C. Usando pinzas y tijeras quirúrgicas se extrajeron 
el testículo y el epidídimo tras abrir y retirar el tejido conectivo (la bolsa 
escrotal y la túnica albugínea). Todos los conteos fueron realizados bajo 
observaciones en microscopio óptico del campo claro (400X). 
4.2.1. La concentración espermática 
El epidídimo fue colocado en una nueva placa de Petri estéril, 
bañado y lavado en PBS a 38 °C, se procedió a realizar el trozado 
(picadillo) del epidídimo a fin de liberar el contenido espermático, 
empleando una tijera con cuidado de no cortar venas. Del contenido 
liberado se tomó 10 µl de solución inicial de espermatozoides diluidos en 
990 µl de agua destilada y se depositaron en un tubo eppendorf® de 2 
ml. De la mezcla, se evaluaron 10 µl en cada lado de la cámara o 
hemocitómetro de Neubauer. Se contaron los espermatozoides en los 25 
cuadrados y se multiplicó por 106 por volumen de solución.  
4.2.2. Movilidad progresiva total 
Se tomó 20 µl de la suspensión inicial y fueron colocados en una 
lámina portaobjeto, adicionándole una laminilla cubreobjetos, y se 
procedió a contar al menos 10 campos. La movilidad fue evaluada de 
acuerdo al criterio del Organismo Mundial de la Salud (WHO, 2010), 
donde sugiere clasificar los espermatozoides en:  
 Movilidad a = Movilidad progresiva rápida,  
 Movilidad b = Movilidad progresiva lenta,  
 Movilidad c = Movilidad no progresiva,  
 Movilidad d = Inmóviles. 
Se determinó el parámetro de movilidad progresiva total como la 
suma de las movilidades progresivas “a + b”. Para cálculos estadísticos, 
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la variable fue expresada como porcentaje de espermatozoides 
progresivamente móviles. 
4.2.3. Prueba de viabilidad 
Se realizó mediante un ensayo de exclusión con coloración con vital 
Eosina Y (al 0.5 %) previamente incubado a 38 °C. Para lo cual se 
incubó una gota de muestra con una gota del colorante a 38 °C por 15 
minutos. El porcentaje de vitalidad se consigue al realizar el conteo de 
100 espermatozoides, y determinar cuántos de ellos tiñeron y cuantos 
no. Se evaluaron cinco campos y se usó como variable estadística el 
porcentaje de células vivas (WHO, 2010). Tomando en cuenta que: 
 Espermatozoides incoloros: Espermatozoides vivos  
 Espermatozoides de color anaranjado: Espermatozoides muertos. 
4.2.4. Integridad de membrana (Prueba de HOS) 
Se realizó el Test Hipoosmótico (HOS test), para evaluar la 
integridad funcional de la membrana plasmática. Dicho test consiste en 
incubar 100 µl de la muestra en 900 µl de una solución de fructosa-
citrato a 600 miliosmoles (mOsm) por 30 minutos a 38 °C, si la 
membrana plasmática es funcional, se produce endósmosis, que se 
manifiesta con un enrollamiento o engrosamiento a nivel de la cola del 
espermatozoide. El porcentaje de integridad de membrana se consigue 
al realizar el conteo de 100 espermatozoides, y determinar cuántos de 
ellos manifiestan los patrones (WHO, 2010): 
 Espermatozoides con el flagelo enrollado o engrosado: 
Espermatozoides con la membrana intacta. 
 Espermatozoides con el flagelo recto, sin enrollamiento o 
engrosamiento de ninguna clase: Espermatozoides con la 
membrana alterada. 
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4.3. Diseños de cebadores 
Al no existir genomas de alpaca disponibles en el National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se realizó 
una búsqueda de genes homólogos a CCNA1 en especies medianamente 
emparentadas con la alpaca por medio del servidor Blast del NCBI: Homo 
sapiens (gi 16306528); Macaca mulatta (gi 109120473); Rattus norvegicus 
(gi 58865467); Mus musculus (gi 141802415); Porcine testis (gi 84133010); 
Bos taurus (gi 119904576).  
Una vez obtenidas las secuencias en formato FASTA, se realizó un 
alineamiento múltiple usando el programa Clustal X v.1.83 (Figura 15) y 
manualmente se buscaron regiones conservadas para diseñar potenciales 
primers, los cuales fueron sometidos a un análisis bioinformático con la 
finalidad de minimizar la formación de estructuras secundarias y obtener el 
menor grado de degeneración. Para este fin se usaron programas como 
FastPCR Professional. v.5.1.83. Copyright® 2006-2007 “PrimerDigital Ltd” 
para determinar el tamaño y la viabilidad de posibles amplicones durante el 
PCR; la herramienta online IDT SciTools OligoAnalyzer 3.0 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) para evaluar 
potenciales estructuras secundarias y el servidor Mfold (Zuker, 2003) para 
visualizar estructuras secundarias en los amplicones y la ubicación de las 
mismas dentro de todo el gen. Los parámetros usados para las simulaciones 
fueron: 50 ºC y a 60 °C, 50 mM NaCl, 1.6 mM MgCl2 (Figura 16, 17  y Tabla 
03).  
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F-ciclina A1 
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Figura 15. Captura de pantalla del programa BioEdit donde se muestra el resultado del alineamiento 
múltiple usando el programa ClustalX. Se usaron las secuencias de nucleótidos de Homo sapiens (gi 
16306528); Macaca mulatta (gi 109120473); Rattus norvegicus (gi 58865467); Mus musculus (gi 
141802415); Porcine testis (gi 84133010); Bos taurus (gi 119904576). En bloques de colores 
resaltantes y estrellas se destacan las regiones conservadas. Se muestra el alineamiento completo con 
una longitud total de alineamiento es de 1576 nucleótidos. Se muestra la ubicación del primers “F-
ciclina A1” (entre los nucleótidos 768 y 790) y “R-ciclina A1” (entre los nucleótidos 1034 y 1054). 
 
 
 
R-ciclina A1 
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a)  
b)  
Figura 16: Programa Mfold. a) Interfaz del programa Mfold para plegamiento de estructuras 
de DNA. b) Parámetros utilizados en el programa Mfold para simular formación de 
estructuras secundarias en los target de los primers y en los amplicones. Fuente: 
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form 
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Figura 17. Predicción de estructuras secundarias de la secuencia codificante de ciclina A1 
del transcripto teórico de alpaca usando el servidor Mfold. Se usaron los valores: 60 °C, 50 
mM NaCl y 1.6 mM MgCl2. En amarillo, se muestra la ubicación del primer par de primers y 
en verde la ubicación del segundo par de primers. Nótese que a la temperatura de 60 °C se 
resuelven la mayor parte de las horquillas que contienen los primers diseñados. 
 
F-ciclina A1 
R-ciclina A1 
Fccna1(942-963)  
Rccna1(1036-1056)EE 
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Tabla 03. Primer par de primers usados para detectar parte de CCNA1. 
Nombre del primers  
y secuencia 
Detalles Longitud de amplicón: 287 pb 
tm: 83.1 °C 
>F-ciclina A1 
tggctgtcaacttcctggacagg 
23 nt 
58.8 °C 
CG: 56.5 % 
tggccgtcaacttcctggacaggttcct
gtcgtgcatgtctgttctgagagggaaact
gcagctcgtaggaacggcagctattctgc
tggcttcgaaatatgaagaaatataccca
ccagaagtagacgagtttgtctacataac
cgatgacacttacacaaaacgacaactg
ctgagaatggaacacctgctcctgaaggt
cctggcttttgatctgacggtgccaaccac
caaccagtttctccttcagtacttacggag
gcagggAgtgtgcGtcaggactgag 
>R-ciclina A1 
ctcagtcctgaYgcacacYcc 
21 nt 
58.3 °C 
CG: 61.9 % 
El primer reverse “R-ciclina A1” contiene un par de posiciones degeneradas, sombreadas en 
negro. En color amarillo se indica el target de cada primer. 
 
Durante el desarrollo de la tesis, constantemente se buscaron nuevas 
secuencias de alpacas en el NCBI, hasta que se hallaron nuevas secuencias 
provenientes del borrador genómico de la alpaca (Número de accesión: 
ABRR01000000 - Lama pacos scaffold_genomic scaffold, whole genome 
shotgun sequence) dentro de las cuales se incluían regiones homólogas a 
CCNA1. A partir de estos fragmentos hallados, el siguiente paso fue cruzar 
la información genómica disponible con disponible de CCNA1 de Bos taurus, 
(un artiodáctilo al igual que la alpaca), con su transcripto por medio de la 
herramienta on-line MGAlignIt (Lee et al., 2003) (Figura 18). Así se logró 
ensamblar in silico una la secuencia nucleotídica completa del gen de interés 
e inferirse la distribución y tamaño de los exones e intrones (Figura 19 y 
Tabla 04).  
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Figura 18. Interfaz del MGAlignIt Web Service. Usado para ensamblar in silico el transcripto 
de CCNA1 de Lama pacos a partir de una comparación con el CCNA1 de Bos taurus. 
Fuente: http://proline.bic.nus.edu.sg/mgalign/mgalignit.html 
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Figura 19. Representación esquemática del transcripto teórico de alpaca para el gen de 
la ciclina A1 obtenido in silico. Los intrones están representados por recuadros blancos 
y los exones están representados por rectángulos celestes. Los primers “F-ciclina A1” y 
“R-ciclina A1” en color amarillo amplifican una región de ±287pb entre los exones 5 y 6. 
Los primers “Fccna1(942-963)” y “Rccna1(1036-1056)EE” amplifican una región de 
114pb entre los exones 8 y 9. 
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Tabla 04. mRNA teórico de CCNA1 de alpaca, la distribución de sus 9 
exones y la ubicación de los primers diseñados. 
>mRNA ciclina A1 de alpaca (teórico inferido a partir de mRNA de 
Bos Taurus) 
//tctggcttgtgagag/1/INTRON/2/aggggctcacaacactcaagtgtttctctggatcagaa
aatgtctggcctccagctggaaagacagcgctctccgac/2/INTRON/3/gccaagcaaggg
tttgacatctacatggatgagcctgagcagggggacagagacagctgcgtggggcaagaggg
gatggcgtttgaggagccctacgaagtagacaccagcacgctcaagtcagaccttcacttcctgc
tggattttaacacag/3/INTRON/4/tttcccctatgctggtggattcatctctccacccgcagcct
gaagatgcatcagattttggtacagatgtgataaatgtgactgaatatgctgaagaaattcatcagt
accttagagaagccgaa/4/INTRON/5/agacacaggcccaaggcgcactacatgaagaa
gcagccagacatcacggaaggcatgcgcacgattctggtggactggctggtggaggtgggcga
ggagtacaaactccgggcggagaccctctaccTGGCCGTCAACTTCCTGGACAG
Gttcctgtcgtgcatgtctgttctgagagggaaactgcagctcgtaggaacggcagctattctgctg
gcttc/5/INTRON/6/aaatatgaagaaatatacccaccagaagtagacgagtttgtctacata
accgatgacacttacacaaaacgacaactgctgagaatggaacacctgctcctgaaggtcctgg
cttttgatctgacggtgccaaccaccaaccagtttctccttcagtacttacggaggcagGGAGT
GTGCGTCAGGACTGAGaacctggccaag/6/INTRON/7/tacgtagcagaactga
gtctccttgaagctgacccgttcttgaaatatcttccttcactgatagctgcagccgcttactgcctggc
aaactatactgtgaacaggcacttctgg/7/INTRON/8/ccagaaacccttgctgcgtttacag
gctattCATTAAGTGAAATTGTGCCCTGcctgagtgagctacataaagcgtgcctcg
ttataccccaccggccccagcaagcaatcagggagaagtataaGACTTCAAAGTA/8/I
NTRON/9/TGCACGTGTccctcatggagccacccgcagtcctccctctgcagtaagttct
agaactgaagcactttcggaacttcacctctggatcaaca// 
En amarillo se muestra la ubicación del par de primers diseñados para detectar la 
presencia del gen CCNA1. En verde se indica la ubicación del par de primers 
diseñados en base al mRNA teórico. Con los números del 1 al 9, se indica la ubicación 
de cada uno de los 9 exones. 
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Basados en la secuencia ensamblada, se diseñó un nuevo par de 
primers E-E-jn para detectar el extremo 3’ del mRNA de CCNA1, con un 
amplicón de menor tamaño y ubicados en una región diferente a los 
primers iniciales (Tabla 05). 
 
Tabla 05. Segundo par de primers para detectar y cuantificar 
relativamente los exones 8 y 9 de CCNA1 de alpaca. 
Nombre del Primers y 
secuencia 
Detalles Longitud del amplicón: 114 pb 
tm: 82.3 °C 
>Fccna1(942-963) 
cattaagtgaaattgtgccctg 
22 nt 
60.4 °C 
CG: 40.9 % 
cattaagtgaaattgtgccctgcctgagt
gagctacataaagcgtgcctcgttataccc
caccggccccagcaagcaatcagggag
aagtataagacttcaaagtatgcacgtg 
>Rccna1(1036-
1056)EE 
acacgtgcatactttgaagtc 
21 nt 
61.2 °C 
CG: 42.9 % 
El primer reverse “Rccna1(1036-1056)EE” es E-E-jn y se une a los 
exones 8 y 9 del CCNA1 teórico de alpaca. En color verde se indica el 
target de cada primer. 
 
4.4. Aislamiento, purificación y cuantificación del RNA total 
Las biopsias medulares de testículo preservadas en nitrógeno líquido, 
fueron descongeladas lentamente a temperatura ambiente, se les agregó 
1ml del reactivo TRIreagent® (Sigma Aldrich), para luego homogenizarlas 
con ayuda de un pequeño motor de uso odontológico (Powertec mini-grinder 
PT1403) a 15,000 rpm (Figura 20), usando cabezales abrasivos. Para evitar 
la contaminación cruzada después de cada muestra, el cabezal fue 
enjuagado profusamente con hipoclorito de sodio al 2.5 % y después con 
agua tratada con DEPC. A continuación se aisló el RNA total siguiendo las 
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instrucciones comerciales con volumen final de 50 µl. La cuantificación se 
llevó a cabo en un espectrofotómetro (UNICO® modelo: 
UV2100Spectrophotometrer), tomando la medida de absorbancia de 
A260/A280 correspondiente a 40 µg de RNA. 
 
   
Figura 20. Lisis de tejido testicular usando el Powertec mini-grinder PT1403 
 
4.5. Tratamiento con DNasas y síntesis de cDNA 
Para minimizar los posibles falsos positivos el RNA obtenido fue sometido a 
un tratamiento con DNases usando Deoxyribonuclease I (DNAseI), RNase-
free (Fermentas). Se partió de 1 µl de RNA total, con volumen final de 10 µl. 
La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó en el termociclador 
“Multigene® TC9600” usando “RevertaidTM First Strand cDNA Synthesis Kit” 
(Fermentas), a partir de 2 µl del RNA tratado con DNases con volumen final 
de 20 µl usando en simultaneo “oligo dT primers” y “random primers”. 
4.6. Optimización de cebadores 
La estandarización de ambos juegos de cebadores se realizó en 
termociclador  convencional (Termociclador MiniCyclerTM MJ Research®). 
Las condiciones de amplificación fueron: 1.67 mM de MgCl2, 0.2 µM de 
dNTPs, 0.67 µM de cada primer, 0.2 M de Trehalosa (#T3663), 0.5 U de Taq 
Recombinante (Fermentas DreamTaq®) y 2 µl de cDNA en un volumen final 
de 15 µl. Las condiciones de ciclaje fueron: Denaturación inicial por 5 
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minutos a 95 °C, seguidos de 35 ciclos de: 95 °C, 60 °C, 72 °C por 30 
segundos cada temperatura,  y una extensión final de 10 min a 72 °C. Los 
productos obtenidos fueron visualizados en gel de bis-acrilamida al 8 % o 
agarosa al 2 % (Figura 21 y 22). 
 
 
Figura 21. Gel de bis-acrilamida al 8%. Bandas obtenidas en el carril 2 y 3 corresponden al 
producto esperado de 287 pb con los primers “F-ciclina A1” y “R-ciclina A1” (Primer par de 
primers diseñados para detectar el gen de ciclina A1). Carril 4: Control negativo (NTC). 
Fuente: Fotos del proyecto. 
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Figura 22. Gel de bis-acrilamida al 8%. Las bandas obtenidas en los carriles 1 y 2 
corresponden al producto esperado de 114 pb con los primers “Fccna1(942-963)” y 
“Rccna1(1036-1056)EE” (Segundo par de primers diseñados para medir la expresión del 
gen de ciclina A1), estos  son los primers que se usaron posteriormente para la técnica 
de real-time PCR. El carril 3 es el control negativo (NTC). Fuente: Fotos del proyecto. 
 
4.7. Secuenciamiento y alineamiento local. 
Alícuotas de los productos se enviaron a secuenciar por el método de 
Sanger (Macrogen Corea del Sur) por el método "Standard-Seq Single", el 
cual permite un procesamiento rápido de los productos de PCR sin purificar. 
Los resultados fueron revisados y curados por medio del programa BioEdit, 
el cual posee herramientas incorporadas para el manejo de resultados del 
secuenciamiento de tipo Sanger (Hall, 1999).  
Con la finalidad de confirmar la identidad de los genes amplificados se 
realizó un alineamiento de las secuencias obtenidas usando el programa 
“nucleotide BLAST” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Se usaron los parámetros 
por defecto, modificando las siguientes variables: Database: “Others (nr 
etc.)” y “Reference RNA sequences (refseq_rna)” para buscar en la base de 
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datos “NCBI Transcript Reference Sequences”; “Optimize for: More dissimilar 
sequences (discontiguous megablast)” para permitir algunos mismatches y 
comparar la secuencia obtenida con otras especies (Figura 23). 
 
 
Figura 23. Parámetros usados en el programa nucleotide BLAST para confirmar la identidad 
de los amplificados y la secuencia teórica del transcripto completo de CCNA1 de alpaca. 
Fuente: (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
 
4.8. RT-qPCR. 
El PCR en tiempo Real se realizó con el sistema LightCycler® 480 II de 
Roche Applied Science con el fluorocromo “SYBR Green I”. El volumen final 
de la reacción de 12 µl: 4.8 µl de LightCycler® 480 SYBR Green I Master; 6 
µl de H20, PCR-grade, 10 µl de LightCycler®480 SYBR Green I Master, 1.2 
µl de cada primer  (0.5 µM), 1.2 µl de cDNA. Fue depositado en la placa de 
96 pocillos, reaccionados y analizados en el LightCycler®480 II. Como gen 
referencial (housekeeping) se tomó el amplicón de 154 pb correspondiente al 
gen “RPL0” de alpaca (HQ385999.1, previamente secuenciado y publicado 
en NCBI por nuestro grupo) (Tabla 06) con duplicados técnicos empleando 
el promedio.  
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Tabla 06. Accesión HQ385999.1 correspondiente al amplicón del gen rpl0 
que se evaluó mediante RT-qPCR. Secuencia usada como housekeeping 
para normalizar la expresión de CCNA1. 
 
 
Para el protocolo de corrida se siguieron los parámetros recomendados por 
el kit “LightCycler®480DNA Master SYBR Green I” (Roche), con una 
temperatura de hibridación de 60 °C por 10 segundos (Tabla 07).  
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Tabla 07. Temperaturas y ciclos empleados para cuantificación relativa por 
RT-qPCR en tiempo real. 
Formato de detección Tipo de bloque Volumen de reacción 
SYBR Green 96 20 µl 
Programas 
Nombre Ciclos Modo de análisis 
Pre-Incubación 01 Ninguno 
Amplificación 45 Cuantificación 
Curva de denaturación 01 Curvas de denaturación 
Enfriamiento 01 Ninguno 
 
Temperaturas blanco 
Blanco (ºC) Modo de 
adquisición 
Mantenimiento 
(hh:mm:ss) 
Tasa de  
rampa (ºC) 
Adquisición  
(por ºC) 
Pre-Incubación 
95 Ninguno 00:05:00 4.4 -------------- 
Amplificación 
95 Ninguno 00:00:10 4.4 -------------- 
60 Ninguno 00:00:10 2.2 -------------- 
72 Simple 00:00:10 4.4 -------------- 
Curva de denaturación 
95 Ninguno 00:00:05 4.4 -------------- 
65 Ninguno 00:01:00 2.2 -------------- 
97 Continuo ----------------- ---- 05 
Enfriamiento 
40 Ninguno 00:00:10 1.5 -------------- 
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El análisis se realizó mediante el paquete libre LinRegPCR 
(http://www.gene-quantification.de/LinRegPCR.zip) (Ramakers et al., 2003). 
Este programa permite por medio de la transformación logarítmica de los 
datos crudos de la amplificación (ciclos vs fluorescencia), establecer una 
zona en la curva denominada “ventana de linealidad” la cual es analizable 
por regresión lineal. Partiendo de esta imagen es posible deducir 
principalmente dos cosas: 1) “la eficiencia de la amplificación”, obviando la 
necesidad de elaborar curvas de estandarización, que podrían dar 
apreciaciones sesgadas (Ruijter et al., 2009), ser costosas y por lo tanto 
inviables para el presente proyecto por el monto a invertir por muestra a ser 
analizada y para cada uno de los genes; y 2)  finalmente, “la fluorescencia 
que tendría el transcrito inicial (cDNA)”, lo cual permitiría tener 
comparaciones válidas para cada individuo y gen problema. Las réplicas 
técnicas fueron promediadas y normalizadas con el promedio de las réplicas 
técnicas del gen control.  
Se exploraron las posibles correlaciones entre las expresiones 
normalizadas de los genes problema contra los parámetros fisiológicos, 
mediante la prueba no paramétrica de Spearman (se asumió una no 
normalidad de las expresiones relativas, normalizadas de genes).  
4.9. Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se empleó el paquete IBM SPSS Statistics 
v19.0, en el cual se utilizó la prueba de análisis de correlación de Spearman 
entre la variable expresión de la CCNA1, versus la variable fisiológica 
concentración espermática. Los valores p < 0,05 y p < 0.01 fueron 
considerados estadísticamente significativos respectivamente.  
El test de Spearman es una versión no paramétrica del coeficiente de 
correlación de Pearson, que se basa en los rangos de los datos en lugar de 
hacerlo en los valores reales. Resulta apropiada para datos ordinales 
(susceptibles de ser ordenador) y para datos agrupados en intervalos que no 
satisfagan el supuesto de normalidad. Los valores del coeficiente varían de -
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1 a + 1. El signo del coeficiente indica la dirección de la relación y el valor 
absoluto del coeficiente de correlación indica la fuerza de la relación entre 
las variables. Los valores absolutos mayores indican que la relación es 
mayor (UCLM, 2011). 
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5.  RESULTADOS 
5.1. Resultados fisiológicos. 
Los resultados de los análisis fisiológicos y moleculares en detalle se 
observan en las siguientes tablas:  
 
Tabla 08. Cuadro resumen de los resultados de análisis fisiológicos y 
moleculares expresados en Promedio (con desviación estándar), Media y 
Moda. 
Parámetro Reproductivo 
n=35 
Promedio Media Moda 
Expresión Relativa de CCNA1 4.59 ± 1.97 4.37 6.35 
Concentración (spz x 106/ml)  89.34 ± 95.18 48.90 10.80 
Movilidad  
(%) 
a 7.25 ± 10.93 2.49 0.00 
b 11.94 ± 12.79 6.15 0.00 
(a+b) 19.18 ± 19.09 11.00 0.00 
Vitalidad (%) 81.74 ± 8.11 85.00 85.00 
Integridad de membrana (%) 15.20 ± 2.96 14.90 15.30 
spz x 106/ml: Espermatozoides por millón en un mililitro de machacado 
epididimario. 
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Proporción de la concentración espermática 
 
Figura 24. Proporción de la  concentración espermática de las muestras evaluadas. 
Considerando parámetros establecidos por la OMS para humanos. 
 
5.2. Resultado del secuenciamiento y análisis in silico de productos de 
PCR. 
Tabla 09. Alineamiento local usando la herramienta BLAST de la secuencia 
“Lama pacos cyclin A1 mRNA, partial cds” (GQ438258.1) de 289 pb. 
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Tabla 10. Accesión GQ438258.1 correspondiente al amplicón del gen 
CCNA1 que se evaluó mediante RT-qPCR. 
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Tabla 11. Alineamiento local usando la herramienta BLAST de secuencia 
“Lama pacos cyclin A1 (CCNA1) mRNA, partial cds” (HQ450519.1) de 
115pb. 
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Tabla 12. Accesión HQ450519.1 correspondiente al segundo amplicón del 
gen CCNA1 que se evaluó mediante RT-qPCR. 
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Tabla 13. Resultados de análisis fisiológicos y moleculares considerados en 
el presente estudio. 
PARAMETROS 
MOLECULARES
Conc. Vitalidad
Integridad de 
Membrana 
(Fragmentados)
1E6 / ml a b  (a + b) % (%)
1 10-28T;E 7.63 330.00 2.31 28.46 30.77 80.00 17.10
2 10-39T;E 7.22 303.00 2.49 2.99 5.47 75.00 13.90
3 10-43T;E 8.51 284.00 2.00 3.00 5.00 91.00 15.90
4 10-24T;E 8.33 276.10 15.00 35.00 50.00 90.00 19.30
5 10-45T;E 2.73 208.00 4.24 6.36 10.60 73.00 13.60
6 10-41T;E 5.77 190.00 0.00 2.00 2.00 85.00 11.60
7 10-14T;E 6.35 178.60 8.80 3.00 11.80 78.60 15.40
8 10-50T;E 3.60 168.00 0.77 6.15 6.92 91.00 17.90
9 10-34T;E 4.37 166.25 1.85 1.85 3.70 86.00 17.10
10 10-23T;E 5.03 99.60 3.00 8.00 11.00 90.00 20.20
11 10-42T;E 7.39 96.00 1.41 7.75 9.15 86.00 14.70
12 10-08T;E 3.09 85.60 7.70 26.15 33.85 89.57 12.50
13 10-09T;E 3.50 75.20 3.24 5.23 8.47 70.59 15.30
14 10-36T;E 5.03 72.50 1.75 6.14 7.89 90.00 15.10
15 10-22T;E 4.15 65.80 5.00 2.00 7.00 65.00 20.80
16 10-02T;E 3.56 58.00 33.79 6.08 39.87 69.17 13.20
17 10-29T;E 4.26 55.00 0.00 3.00 3.00 80.00 14.30
18 10-01T;E 2.06 48.90 2.00 14.00 16.00 88.52 17.60
19 10-30T;E 4.96 45.00 24.62 7.69 32.31 90.00 9.60
20 10-21T;E 2.03 43.70 3.00 37.00 40.00 80.00 14.10
21 10-03T;E 2.52 41.00 37.71 9.51 47.22 71.68 16.00
22 10-04T;E 4.33 40.00 2.00 30.00 32.00 91.33 18.20
23 10-44T;E 2.48 35.00 10.64 5.32 15.96 76.00 9.40
24 10-51T;E 3.22 32.80 2.08 25.00 27.08 85.00 14.30
25 10-46T;E 4.71 31.00 3.52 23.24 26.76 86.00 14.90
26 10-17T;E 5.84 30.20 1.38 2.55 3.93 74.30
27 10-33T;E 6.99 18.00 0.00 0.93 0.93 80.00 18.30
28 10-05T;E 1.34 10.80 4.77 21.43 26.20 80.65 8.90
29 10-31T;E 5.71 10.80 1.16 0.00 1.16 85.00 15.30
30 10-40T;E 5.23 9.60 0.00 0.00 0.00 76.00 13.60
31 10-49T;E 6.35 8.90 0.00 0.00 0.00 92.00
32 10-12T;E 2.43 4.50 21.54 8.46 30.00 85.95 20.20
33 10-13T;E 5.67 3.40 0.00 1.97 1.97 82.90 14.70
34 10-10T;E 2.93 1.20 40.18 46.43 86.61 60.71 14.60
35 10-11T;E 1.46 0.50 5.66 31.13 36.79 85.00 13.90
Más de 20 millones de espermatozoides por ml.
Menos de 20 millones de espermatozoides por ml.
Individuos
PARAMETROS FISIOLOGICOS
Expresión 
Relativa de 
CCNA1
Motilidad (%)
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5.3. Análisis estadísticos 
A continuación se enlistan los gráficos de dispersión correspondientes a los 
niveles de expresión de CCNA1 versus los parámetros fisiológicos 
analizados: 
Tabla 14. Cuadro resumen de la Expresión relativa de CCNA1 (normalizado 
con el gen RPL0) versus la concentración espermática dividida en dos 
grupos según la OMS. 
Tabla 15. Cuadro resumen de la Expresión relativa de CCNA1 (normalizado 
con el gen RPL0) versus variables fisiológicas y su análisis por test de 
correlación de Spearman. 
Figura 25. Niveles de expresión de CCNA1 versus Concentración 
Espermática (spz x 106/ml).  
Figura 26. Niveles de expresión de CCNA1 versus Movilidad a%.  
Figura 27. Niveles de expresión de CCNA1 versus Movilidad b% 
Figura 28. Niveles de expresión de CCNA1 versus Movilidad a+b 
Figura 29. Niveles de expresión de CCNA1 versus Vitalidad %. 
Figura 30. Niveles de expresión de CCNA1 versus Prueba Hipoosmótica 
(HOS test) 
Figura 31. Niveles de expresión de CCNA1 versus Concentración 
Espermática por encima de los 20 millones de espermatozoides/ml. 
Figura 32. Niveles de expresión de CCNA1 versus Concentración 
Espermática por debajo de los  20 millones de espermatozoides/ml. 
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Tabla 13. Cuadro resumen de la Expresión relativa de CCNA1 (normalizado 
con el gen RPL0) versus las distintas pruebas fisiológicas evaluadas. Test de 
Correlación de Spearman: Muestra asociación leve pero significativa. 
Rho de Spearman 
Expresión Relativa de CCNA1 
Coeficiente  
de 
Correlación 
(r) 
Prueba de  
significación 
bilateral 
(p) 
Datos 
 
(N) 
Concentración 
espermática (mill/ml) 0.398* 0.018 35 
Movilidad: a% -0.452** 0.006 35 
Movilidad: b% -0.448** 0.007 35 
Movilidad: (a+b) -0.477** 0.004 35 
Vitalidad (%) 0.237 0.171 35 
Espermatozoides 
Fragmentados (%) 0.259 0.146 33 
* La correlación es significativa al nivel 0.05 (Prueba de significación bilateral)  
** La correlación es significativa al nivel 0.01 (Prueba de significación bilateral) 
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Tabla 14. Cuadro resumen de la Expresión relativa de CCNA1 (normalizado 
con el gen RPL0) versus la concentración espermática dividida en dos 
grupos según la OMS. 
Rho de Spearman 
Expresión Relativa de CCNA1 
Coeficiente  
de 
Correlación 
(r) 
Prueba de  
significación 
bilateral 
(p) 
Datos 
 
(N) 
Concentración 
espermática (mill/ml) 
de muestras por 
debajo de 20 millones 
de espermatozoides. 
0.435 0.242 9 
Concentración 
espermática (mill/ml) 
de muestras por 
encima de 20 millones 
de espermatozoides. 
0.531** 0.005 26 
** La correlación es significativa al nivel 0.01 (Prueba de significación bilateral) 
Según la OMS, se considera en un espermatograma para humanos es aceptable a 
partir de  20 millones de espermatozoides por ml. El test de Correlación de 
Spearman muestra asociación significativa. 
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Figura 25. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Concentración 
espermática” vs “Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 26. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Movilidad: a%” vs 
“Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 27. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Movilidad: b%” vs 
“Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 28. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Motilidad: (a+b)” vs 
“Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 29. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Vitalidad (%)” vs 
“Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
“Expresión testicular de ciclina A1 (CCNA1) en alpacas (Lama pacos)” 2013 
 
50 
 
 
Figura 30. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Espermatozoides 
fragmentados” vs “Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 31. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Concentración 
espermática” por encima de los 20 millones de espermatozoides por ml (establecido por la 
OMS para humanos) vs “Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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Figura 32. Diagrama de dispersión mostrando la variable fisiológica “Concentración 
espermática” por debajo de los 20 millones de espermatozoides por ml (establecido por la 
OMS para humanos) vs “Expresión del gen CCNA1” en tejido testicular de alpaca. 
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6. DISCUSIÓN 
 
Basados en estudios previos donde se ha demostrado la importancia de la 
CCNA1 en la espermatogénesis (Sweenwey et al., 1996; Yang et al., 1997, 
Liu D et al., 1998, 2000; Ravnik y Wolgemuth, 1999; Wolgwmuth et al., 2002), 
e inmersos en el proyecto de buscar un grupo de genes que potencialmente 
ayuden a predecir el potencial reproductivo de las alpacas machos, la 
presente investigación es la primera en cuantificar la expresión de mRNA de 
CCNA1 en alpacas (Lama pacos) y correlacionarla con diversos parámetros 
fisiológicos. Para tal fin, se han empleado biopsias testiculares y 
espermatozoides epididimarios de alpacas beneficiadas en el Camal 
Municipal de Huancavelica, dado que no es viable el manejo y hospedaje de 
animales para dicho fin. Durante la colecta de muestras se encontró gran 
número de animales que presentaban malformaciones testiculares, o 
ausencia de testículos porque los criadores previamente les han extirpado 
para evitar perpetuar características no deseadas en su ganado. Estas y otras 
malformaciones son evaluadas post mortem de manera rutinaria por el 
veterinario de turno del Camal Municipal de Huancavelica. 
Ayudados del veterinario del camal, las alpacas incluidas en este estudio 
no presentaron malformaciones anátomo-patológica testicular, presentaban 
un potencial fertilizante tangible y madurez sexual (Sumar, 1983; Bravo et al., 
1997).  
Las muestras seleccionadas fueron separadas en grupos de investigación 
para su rápida evaluación de parámetros reproductivos de concentración, 
movilidad, vitalidad e integridad de membrana. 
 El análisis bioinformático de los productos de PCR secuenciados corroboró 
la conservación del gen de la CCNA1 y su transcripto, se sugiere con esto la 
existencia en alpaca de una ciclina similar a la CCNA1, de manera similar se 
“Expresión testicular de ciclina A1 (CCNA1) en alpacas (Lama pacos)” 2013 
 
54 
 
ha reportado el gen de la ciclina A1 en otras especies animales (Tataje, 2010) 
(Figura 33), que se encuentra ubicada en biopsias testiculares de alpacas. 
 
Figura 33. Árbol filogenético por el método de Maximum-Likelihood (Máxima verosimilitud). 
Con un bootstrap de 100 repeticiones y sin raíz usando las secuencias nucleotídicas de las 
ciclinas tipo A con valores bootstrap. A1: Ciclinas A1 en rojo, A2: ciclinas A2 en azul, ciclinas 
A1-A3 de plantas en verde (Tataje, 2010). 
 
 Los análisis estadísticos se realizaron tomando dos criterios diferentes. El 
primer enfoque fue realizar correlaciones sin subdividir las 35 muestras, 
evitando cualquier sesgo, debido a que no se han establecido a la fecha los 
parámetros y rangos aceptables para una adecuada fertilidad en alpaca. Del 
análisis de correlación de la cuantificación relativa de CCNA1 versus las 
distintas variables fisiológicas evaluadas, se apreció asociación baja pero 
significativa con la variable “Concentración espermática” con un coeficiente 
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Rho de 0.3989 (p < 0.05), estos resultados sugieren que la función del 
CCNA1 en artiodáctilos (alpacas) parece haberse conservado, esto corrobora 
que la maquinaria de replicación celular se encuentra muy bien conservada 
en la naturaleza, como genes y como proteínas accesorias; por tanto se 
podrían extrapolar los estudios de fertilidad en humano basados en el 
marcador molecular CCNA1. Entonces podríamos esperar baja producción de 
espermatozoides debido a una pobre expresión de la CCNA1, dado que 
habrían alteraciones durante la primera división meiótica (Sweeney et al., 
1996; Yang et al., 1997; Wolgemuth et al., 2002). Sin embargo, se necesitarán 
más estudios para definir las regiones específicas en el testículo en cuanto a 
su expresión. Adicionalmente, se encontró una correlación negativa baja de la 
expresión de la CCNA1 con la movilidad, con un Rho de -0.452 (p < 0.01) 
para movilidad a, -0.448 (p < 0.01) para movilidad b y -0.477 (p < 0.01) para 
movilidad a+b. Éstas variables podrían estar influenciadas en mayor medida 
por otros mecanismos moleculares que no fueron objetivo de estudio en la 
presente tesis. 
El segundo enfoque fue correlacionar los datos dividiendo las muestras en 
dos grupos de acuerdo a la concentración espermática: “Menos de 20 
millones de espermatozoides por ml” y “Mayor de 20 millones por ml”. Esta 
división es acorde a los criterios de la OMS para humanos. Del análisis de 
correlación de la cuantificación relativa de CCNA1 versus estos dos grupos 
antes mencionados, se apreció una asociación baja pero significativa con 
“Más de 20 millones de espermatozoides por ml” con un coeficiente de Rho 
de 0.531 (p > 0.01). 
 La crianza tradicional de alpacas se suele presentar a la par con la crianza 
de llama, y a menudo existen cruces entre ambas especies, sumado a esto 
existe alto nivel de endogamia. Todo lo anterior podrían ser las principales 
causas de la evolución de alpacas con características indeseables tanto 
físicas como a nivel de genes reproductivos.  
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7. CONCLUSIONES 
 
• La ciclina A1 se expresa en testículos de alpacas y existen regiones 
altamente conservadas a nivel nucleotídico.  
 
• En los animales estudiados (Camal de Huancavelica), la expresión de 
CCNA1 a nivel de mRNA presenta una baja correlación pero significativa 
con la concentración espermática.  
 
 
8. RECOMENDACIONES 
 
• A partir de la secuencia de mRNA de CCNA1 de alpaca ensamblada in 
silico, diseñar primers en los extremos 5’ y 3’ para secuenciar el transcripto 
completo y así confirmar su secuencia nucleotídica. 
 
• La ciclina A1 debería ser evaluada a nivel inmunoproteico para describir los 
patrones exactos de expresión testicular usando un anticuerpo contra 
CCNA1 de Bos taurus (Artiodáctilo) ya que no existe un anticuerpo 
específico contra CCNA1 de alpaca.  
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10. ANEXOS 
 
 
 
Figura 01. Hábitat de los CSA (llama, alpaca, guanaco y vicuña). 
Las líneas punteadas rojas indican el límite de distribución actual de los CSA, y las líneas 
punteadas negras muestran la distribución prehispánica de los CSA. Fuente: Imagen 
modificada de http://www7.uc.cl/sw_educ/prodanim/notrad/siv4.htm 
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Tabla 01. Población de Camélidos por país de Sur América 
 
Fuente: La tabla fue confeccionada en base a datos publicados en Ministerio de Agricultura, 
Ganadería y Pesca de la Nación (Argentina), 2011. Se muestra la distribución de camélidos 
en Sur América por país. 
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Figura 02. Población de alpacas en el Perú. Se muestra la distribución del ganado alpaquero a 
lo largo del territorio peruano. Fuente: Imagen obtenida de: 
http://www.alpacadelperu.pe/includes/FCKeditor/upload/Image/2012/diciembre/Mapa%20pobla
cion%20de%20Alpacas%20en%20Peru.jpg 
 
“Expresión testicular de ciclina A1 (CCNA1) en alpacas (Lama pacos)” 2013 
 
68 
 
Tabla 02. Producción de fibra, carne, saca de animales y rendimiento de 
carcasa de camélidos domésticos. 
Parámetros Alpacas Llamas 
Producción de fibra 3,399.00 t 760.00 t 
Producción de carne 8,271.00 t 3,209.00 t 
Producción de fibra / cabeza 1.5-2.8 kg 1.5-3.5 kg 
Producción de carne / cabeza 33 kg 51 kg 
Saca de animales 315,910.00 107,069.00 
Peso vivo promedio 50 kg 120 kg 
Rendimiento de carcasa 55% 60% 
Fuente: INIA, 2006. 
 
 
 
 
Figura 03. Orden Artiodáctilo incluye también a porcinos, venados, vacunos, cabras, ovejas, 
hipopótamos, camellos, camélidos. Fuente: Tree of Life (http://tolweb.org/Artiodactyla/15976) 
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a)  b)  c)  
Figura 04. Diferencias fenotípicas entre alpaca huacaya y alpaca suri con llama. A la izquierda 
a) Alpaca huacaya (fotografía del proyecto), al medio b) Alpaca Suri (Fuente: 
http://www.flickr.com/photos/textexin/3183079381) y a la derecha c) Llama (fotografía del 
proyecto). 
 
 
